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resumo 
 
 
O alumínio é considerado um agente neurotóxico para o Homem desde 1886 
tendo sido, desde então, demonstrada uma ampla gama de efeitos tóxicos do 
alumínio a nível celular. O presumível envolvimento da (Na+/K+)ATPase no 
desenrolar da acção neurotóxica do alumínio tem sido invocado por vários 
investigadores periodicamente. A (Na+/K+)ATPase, uma proteína integral da 
membrana plasmática de todas as células eucarióticas, é o receptor funcional 
dos esteroides cardiotónicos, como a ubaína, e uma bomba iónica de 
transdução energética, que converte a energia livre do ATP em gradientes 
electroquímicos iónicos (bomba de Na e K). Ao nível dos terminais nervosos 
cerebrais, concentrações submilimolares de AlCl3 reduzem a velocidade 
máxima da reacção hidrolítica e diminuem a sensibilidade da (Na+/K+)ATPase 
integrada na membrana a concentrações submicromolares de ubaína. Durante 
os últimos anos, foi caracterizada pormenorizadamente uma nova família de 
compostos anti-hipertensivos, que antagonizam o efeito da ubaína. Um destes 
compostos, nomeadamente o PST 2238, interage com a (Na+/K+)ATPase 
renal, formando complexos enzima-inibidor menos estáveis do que os 
formados na presença de ubaína. Ambos os compostos, AlCl3 e PST 2238, 
parecem ser inibidores não competitivos da (Na+/K+)ATPase e interferir na 
ligação de alta afinidade da ubaína à (Na+/K+)ATPase. A (Na+/K+)ATPase é 
caracterizada por uma heterogeneidade molecular complexa que resulta da 
expressão e associação diferenciada das múltiplas isoformas das subunidades 
catalíticas e reguladoras. Este estudo realizou-se com o objectivo específico 
de determinar se o PST 2238 inibe a (Na+/K+)ATPase localizada nos terminais 
nervosos cerebrais. Para tal, estudou-se o efeito do PST 2238 na 
(Na+/K+)ATPase em sinaptossomas isolados a partir do córtex cerebral do rato 
após congelamento e descongelamento. Observou-se que o PST 2238 inibe a 
actividade da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal, de forma dependente da 
concentração. Na presença de concentrações saturantes de ATP, uma inibição 
de 10% foi observada na presença de PST 2238 0,5 nM, e para concentrações 
superiores a 60 µM foi registado o efeito inibitório máximo (~ 70%). Na gama 
de concentrações 50 nM – 5 µM foi observado um patamar intermédio de 
inibição moderada (30%) na curva "log dose-resposta". Na presença da 
concentração máxima inibitória de AlCl3 submicromolar (300 µM,) uma 
significativa redução dependente de concentração da actividade da 
(Na+/K+)ATPase só foi observada quando foram utilizadas concentrações 
elevadas de PST 2238 (> 5 µM). Em conclusão, o perfil de inibição do PST 
2238 na (Na+/K+)ATPase cerebral parece ser diferente do encontrado no rim. O 
PST 2238 poderá ser útil no estudo do(s) mecanismo(s), mediado(s) pela 
(Na+/K+)ATPase, da acção neurotóxica do alumínio. 
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abstract 
 
A wide range of toxic effects of aluminium has been demonstrated at cellular 
level since it was first recognized as a human neurotoxic agent in 1886. The 
putative involvement of the (Na+/K+)ATPase in the progress of the aluminium 
neurotoxic action has been claimed by several investigators periodically. The 
(Na+/K+)ATPase, an integral protein of the plasma membrane of all eukaryotic 
cells, is the functional receptor for cardiotonic steroids, such as ouabain, and 
an energy-transducing ion pump that converts the free energy of ATP into 
transmembrane ion gradients (Na-K pump). At the level of brain nerve 
terminals, submillimolar concentrations of AlCl3 reduce the maximal rate of the 
hydrolytic reaction and decrease the sensitivity of the membrane-bound 
(Na+/K+)ATPase to submicromolar concentrations of ouabain. During the last 
few years a new family of antihypertensive compounds that antagonize the 
pressor effect of ouabain has been characterized extensively. One of these 
compounds, namely PST 2238, was shown to act on the renal (Na+/K+)ATPase 
specifically by forming less stable enzyme-inhibitor complexes than the ones 
formed in the presence of ouabain. Both compounds, AlCl3 and PST 2238, 
seem to be non-competitive inhibitors of the (Na+/K+)ATPase and to interfere 
with the high-affinity binding of ouabain to (Na+/K+)ATPase. The 
(Na+/K+)ATPase is characterized by a complex molecular heterogeneity that 
results from the expression and differential association of multiple isoforms of 
both catalytic and regulatory subunits. This study was undertaken with the 
specific aim of determining whether PST 2238 inhibits the (Na+/K+)ATPase 
located at brain nerve terminals, by studying the effect of PST 2238 on 
(Na+/K+)ATPase of freeze-thawed synaptosomes isolated from rat brain cortex. 
We observed that PST 2238 inhibits the synaptosomal (Na+/K+)ATPase activity, 
in a concentration-dependent way. At non-limiting ATP concentration, inhibition 
(10%) was observed in the presence of 0.5 nM PST 2238, and concentrations 
higher than 60 µM promoted the maximal inhibitory effect (~70%). An 
intermediate plateau of moderate inhibition (30%) in “log dose - response 
curve” was observed in the 50 nM – 5 µM concentration range. In the presence 
of the maximum inhibitory concentration of submicromolar AlCl3 (300 M), a 
significant PST 2238 concentration-dependent reduction of the synaptosomal 
(Na+/K+)ATPase activity was only observed when high concentrations of PST 
2238 (> 5 µM) were used. In conclusion, the (Na+/K+)ATPase inhibitory profile 
of PST 2238 in brain appears to be different than that found in kidney. PST 
2238 could be of benefit to study the aluminium neurotoxic mechanism(s) 
involving (Na+/K+)ATPase. 
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Abreviaturas 
 
ADP    adenosina-5’-difosfato 
ATP    adenosina-5’-trifosfato      
ATPase   adenosinatrifosfatase 
DMSO   dimetilsulfóxido 
EGTA                                     ácido etilenoglicol-bis[β-amino-(éter etílico)]-N,N’-  tetracético 
HEPES   ácido N-[2-hidroxietil)piperazina-N’-[2-etanossulfónico] 
Pi    fosfato inorgânico 
PST 2238   17β-(3-furyl)-5β-androstane-3β,14β,17α-triol 
rpm    rotações por minuto 
SDS    dodecilsulfato de sódio 
TCA    ácido tricloroacético 
Tris    2-amino-2-hidroxilmetil-1,3-propanodiol 
Vmáx    velocidade máxima da reacção 
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1 - A (Na+/K+)ATPase nas células nervosas 
 
Em 1957, Jens Cristian Skou descobriu a (Na+/K+)ATPase e propôs o seu papel na 
extrusão activa do Na+ da célula nervosa (Skou, 1957). 
 A (Na+/K+)ATPase (EC 3.6.3.9) pertence à família das ATPases do tipo P, ocorrendo, 
durante o ciclo de transporte de iões acoplado à hidrólise de ATP, a sua modificação covalente 
por fosforilação (Geering, 2006). A (Na+/K+)ATPase também é conhecida com a designação 
de bomba Na+/K+ e é responsável pela manutenção dos gradientes de Na+ e K+ através da 
membrana plasmática de todas as células eucarióticas (Skou, 1965; Clausen, 2003; 
Horisberger, 2004). Assim, esta enzima hidrolisa o ATP em ADP e Pi, enquanto bombeia Na+ 
para o exterior e K+ para o interior da célula contra os respectivos gradientes electroquímicos, 
de acordo com a seguinte equação: 
 
ATP + H2O + Na+int + K+ext ↔ ADP + Pi + Na+ext + K+in 
 
Durante cada ciclo de transporte, três iões de sódio e apenas dois iões de potássio são 
translocados através da membrana plasmática. Por conseguinte, esta bomba é electrogénica, 
contribuindo para aumentar a amplitude do potencial de membrana da célula. 
A (Na+/K+)ATPase apresenta um mecanismo de reacção que envolve dois estados 
conformacionais, denominados por E1 e E2. Estas duas conformações, para além de exibirem 
diferentes afinidades de ligação de Na+, K+, ATP e doutros ligandos, diferem na exposição dos 
locais de ligação de Na+ e K+ aos espaços intra e extracelulares. Tal como se pode observar na 
Fig. 1, o primeiro passo do ciclo da reacção consiste na ligação dos três iões de sódio aos 
locais com elevada afinidade para estes iões. A enzima hidrolisa ATP, ocorrendo a 
fosforilação num resíduo de aspartato do segmento intracelular da cadeia polipeptídica, e 
consequente formação de (Na3)E1-P. De seguida, ocorre a transição para a conformação P-
E2(Na3), acompanhada da libertação dos iões para o espaço extracelular. Durante esta fase, a 
afinidade dos locais de ligação de K+ expostos ao espaço extracelular aumenta. Os dois iões de 
potássio ligam-se à enzima formando P-E2(K2). A ligação de K+ à enzima é seguida pela sua 
desfosforilação E2(K2) e consequente translocação dos iões de potássio para o interior da 
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célula. A libertação dos iões de K+ para o espaço intracelular é favorecida pela ligação de ATP 
e consequente transição para a conformação E1 (Horisberger, 2004). 
 
 
 
Figura 1 – Ciclo da reacção da (Na+/K+)ATPase: as principais etapas do transporte dos 
catiões (adaptado de Horisberger, 2004). Explicação no texto. 
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 Para além das funções desempenhadas pela (Na+/K+)ATPase já descritas, a sua 
importância fisiológica para os diferentes tipos de células está intimamente ligada às funções 
celulares especializadas. As células nervosas são células excitáveis, envolvidas na codificação 
e transmissão de informação. Durante este processo, nomeadamente durante a génese e 
condução do potencial de acção, ocorrem alterações significativas da permeabilidade selectiva 
da membrana plasmática a Na+ e K+ (Rutecki, 1992; Lamas, 2005). Além do mais, muitos dos 
transportadores plasmáticos dependem do gradiente electroquímico de Na+ para efectuarem o 
transporte de neurotransmissores através da membrana plasmática das células nervosas 
(Kanner & Zomot, 2008). A (Na+/K+)ATPase é o principal agente responsável pela reposição 
e manutenção dos gradientes electroquímicos de Na+ e K+ através da membrana plasmática e, 
por conseguinte, a sua actividade é fundamental para assegurar a reposição das condições de 
repouso. 
Por outro lado, o papel da (Na+/K+)ATPase como transductor de sinais tem vindo a ser 
evidenciado por vários investigadores (Xie, 2003; Xie & Cai, 2003; Weidemann, 2005; 
Contreras et al, 2006, Liu & Askari, 2006; Pierre & Xie, 2006; Schoner & Scheiner-Bobis, 
2007; Tian & Xie, 2008). A proteína transmembranar (Na+/K+)ATPase é, simultaneamente, 
um receptor de sinais gerados por outras proteínas e moléculas não-proteicas, que integra 
várias vias de sinalização intracelular, como por exemplo as mediadas por ERK1/2 e cálcio 
intracelular. 
A (Na+/K+)ATPase é composta por duas subunidades polipeptídicas obrigatórias, a 
subunidade catalítica α ( massa molecular ~112 kDa) e uma subunidade reguladora β (massa 
molecular ~35 a 60 kDa de acordo com a extensão de glicolisação). Pode ainda conter uma 
terceira subunidade, não obrigatória, a subunidade proteolipídica γ (massa molecular ~7,4 
kDa), que pertence à família FXYD, tendo também um papel regulador (Béguin et al, 1997; 
Arystarkhova et al., 1999; Clausen, 2003; Geering, 2006) (Fig. 2). A subunidade α possui 10 
segmentos transmembranares. Grande parte da cadeia α, incluindo o centro catalítico, forma 
um domínio de localização citoplasmática entre o quarto e o quinto segmento transmembranar. 
A subunidade β está na sua maior parte exposta ao exterior da célula. Assim como a 
subunidade β, a subunidade γ atravessa a membrana plasmática (Horisberger, 2004). A enzima 
integrada em membranas biológicas pode ainda formar complexos oligoméricos constituídos 
I - Introdução 
 
 
 8 
por vários protómeros αnβn (n ≤8 ) (Maunsbach et al., 1991; Boldyrev, 2001; Taniguchi et al., 
2001; Kaplan, 2002). Os complexos oligoméricos parecem ser caracterizados por possuírem 
níveis de actividade ATPásica mais elevados e requerem a presença de elevadas concentrações 
de ATP para se formarem. 
 
 
 
Figura 2 - Aspectos gerais da estrutura da (Na+/K+)ATPase (Horisberger, 2004). 
Explicação no texto. 
 
 Entre muitos outros factores capazes de alterarem a capacidade catalítica da 
enzima, a própria composição em subunidades condiciona a afinidade relativamente a Na+,  K+ 
e ATP, bem como a sensibilidade a inibidores específicos (Arystarkhova & Sweadner, 2005; 
Blanco, 2005; Vinciguerra et al, 2005; Delprat et al, 2006; Dostanic-Larson et al, 2006; 
Geering, 2006). Existem 4 isoformas conhecidas da subunidade α (α1, α2, α3, α4), enquanto que 
da subunidade β existem apenas 3 (β1, β2, β3). 
A subunidade α é transmembranar e contem os locais de ligação de Na+,  K+, Mg2+, 
ATP e glicosídeos cardíacos, uma classe de compostos naturais, que engloba inibidores 
específicos da (Na+/K+)ATPase. A subunidade α1 é expressa em todos os tecidos. As restantes 
isoformas apresentam um padrão de expressão distinto. Enquanto que a subunidade α2 é 
abundante no músculo esquelético, coração, cérebro, tecido adiposo, musculo liso vascular e 
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olhos, a subunidade α3 é encontrada quase exclusivamente nos ovários e nos neurónios, 
podendo também ser encontrada nos glóbulos brancos e no coração de algumas espécies 
(Shamraj et al, 1991; Stengelin & Hoffman, 1997; Dostanic-Larson et al, 2006). A subunidade 
α4 é especificamente sintetizada durante a espermatógenese (Shamraj et al, 1994). A 
subunidade β tem um papel fundamental na maturação estrutural e funcional da subunidade 
catalítica α. Sabe-se que a subunidade β tem duas funções principais. É responsável pela 
elevada afinidade por catiões da enzima e protege a subunidade α contra a degradação celular 
por proteólise. A associação de subunidades α com diferentes subunidades β produzem 
isozimas da (Na+/K+)ATPase com diferentes afinidades para Na+, K+, ATP e ubaína (Hasler et 
al, 2001). É razoável acreditar que a distribuição das isoformas nos diversos tecidos está 
relacionado com a função específica que desempenham nos tecidos em que são expressas 
(Dostanic-Larson et al, 2006). 
 
 
2 – Alguns inibidores da (Na+/K+)ATPase 
 
2.1 Ubaína 
 
Em 1991, a ubaína foi identificada como uma hormona endógena nos mamíferos. Até à 
data são conhecidas de origem animal as ubaínas, humana (Hamlyn et al., 1991; Mathews et 
al., 1991) e bovina (Schneider et al, 1998; Kawamura et al, 1999). A ubaína parecer ser, pelo 
menos, sintetizada na glândula supra-renal e no hipotálamo (Dvela et al, 2007; Schoner & 
Scheiner-Bobis, 2007). 
A (Na+/K+)ATPase é o único receptor/entidade-alvo conhecido de digitálicos, tais como a 
digoxina e digitoxina, cujo efeito inotrópico positivo reduz a taquiarritmia supraventricular 
associada à insuficiência cardíaca, melhorando a capacidade dinâmica do coração (acção 
cardiotónica). A ubaína de origem vegetal (extraída a partir de sementes de, por exemplo, 
Strophanthus gratus e Acokanthera ouabaio) produz o mesmo tipo de efeitos a nível 
cardiovascular que os anteriormente descritos (Schoner & Scheiner-Bobis, 2007). Por outro 
lado, quando em concentrações elevadas inibe total e especificamente a (Na+/K+)ATPase, 
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sendo, por isso, o inibidor mais utilizado na medição da actividade da (Na+/K+)ATPase (Dvela 
et al, 2007). A estrutura molecular da ubaína (C29H44O12) é apresentada na Fig. 3. 
 
 
 
Figura 3 – Representação esquemática da estrutura molecular da ubaína. 
 
Os esteróides cardiotónicos, como a ubaína, parecem possuir dois tipos de acções 
mediadas pela (Na+/K+)ATPase. Para baixas concentrações actuam como 1ºs mensageiros, 
enquanto que agem como inibidores da actividade de (Na+/K+)ATPase, quando em 
concentrações elevadas. Estima-se que a concentração de ubaína no plasma sanguíneo seja 
aproximadamente 3-190 pM. ( Xie & Cai, 2003; Dvela et al, 2007). Sabe-se ainda que 
elevadas concentrações de ubaína circulante são detectadas em pacientes com insuficiência 
cardíaca e hipertensão (Schoner & Scheiner-Bobis, 2007). A existência de um outro inibidor 
endógeno da (Na+/K+)ATPase, ouabain-like factor (OLF), foi confirmada em vários estudos 
(Bauer et al, 2005; Dostanic-Larson et al, 2006). Ambas as substâncias, cujas estruturas são 
similares, inibem a enzima purificada e parecem actuar de forma semelhante (Bauer et al, 
2005). Curiosamente, as diferentes isoformas da (Na+/K+)ATPase possuem sensibilidades 
diferentes em relação ao OLF, à semelhança do verificado relativamente à ubaína (Dostanic-
Larson et al, 2006). No caso da ubaína, a isoforma mais sensível é a α3 e a menos sensível é a 
α4, enquanto que para a OLF a isoforma mais sensível é a α1 (Ferrari et al, 1999; Dvela et al, 
2007). As diferenças de sensibilidade exibidas parecem estar relacionadas com a afinidade 
relativa dos locais de ligação destes compostos nas diferentes isoformas da subunidade α 
(Dostanic-Larson et al, 2006). 
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2.2 PST 2238 
 
Vários investigadores demonstraram que a administração crónica de ubaína conduz ao 
desenvolvimento de hipertensão nos ratos (Goto et al, 1997; Ferrari et al, 1999). Com a 
finalidade de evitar os efeitos “indesejáveis” da ubaína a nível cardiovascular e/ou hormonal 
foi encetada a pesquisa de compostos alternativos. Um dos compostos sintetizados, o PST 
2238, revelou-se eficaz como compostos anti-hipertensivo (Ferrari et al, 1998, 1999). 
 
 
 
Figura 4 – Representação esquemática da estrutura molecular do PST 2238 (Ferrari et al, 
2006). 
 
O efeito do PST 2238 na (Na+/K+)ATPase foi exaustivamente caracterizado por Ferrari 
e colaboradores (Quadri et al, 1997; Ferrari et al, 1998, 1999) em dois tipos de ensaios, 
nomeadamente em ensaios de inibição da actividade hidrolítica de ATP da (Na+/K+)ATPase e 
ensaios de competição da ligação de ubaína à (Na+/K+)ATPase (Figura 5). Estes estudos 
permitiram caracterizar o efeito do PST 2238 como inibidor da actividade enzimática, 
actividade fundamental para a função de “bomba de Na+ e K+“ da (Na+/K+)ATPase e como 
ligando do receptor de esteróides cardiotónicos, actividade fundamental para a função de 
“transdutor de sinais extracelulares” da (Na+/K+)ATPase.  
 
I - Introdução 
 
 
 12 
 
Figura 5 – Inibição da actividade da (Na+/K+)ATPase (●,■) e da ligação de 3H-ubaína à 
(Na+/K+)ATPase (○,□)do rim de cão, por ubaína (●,○) e por PST 2238 (■,□) (adaptado de 
Ferrari et al., 1998). Explicação no texto. 
 
Os ensaios de actividade enzimática revelaram que a ubaína inibe a hidrólise de ATP 
pela (Na+/K+)ATPase para concentrações superiores a 1 nM, sendo caracterizada por um valor 
de IC50 de 25 nM e IC95 de 1 µM. Relativamente ao PST 2238 verificou-se que também este 
composto é um inibidor da actividade hidrolítica de ATP da (Na+/K+)ATPase, sendo o seu 
efeito inibitório caracterizado por um valor de IC50 de 25 µM. No que respeita a interacção 
ligando-receptor, os ensaios de competição (determinação da capacidade de remoção do 
ligando previamente ligado ao receptor por outros ligandos) foram efectuados com recurso ao 
isótopo radioactivo de ubaína, 3H-ubaína. Este estudo revelou que o PST 2238 é um 
antagonista de ubaína, isto é, também se liga ao receptor de esteróides cardiotónicos 
((Na+/K+)ATPase). À semelhança do anteriormente descrito relativamente ao efeito dos dois 
compostos na actividade hidrolítica de ATP da (Na+/K+)ATPase, também as concentrações 
necessárias para reduzir em 50% a ligação de 3H-ubaína à (Na+/K+)ATPase são distintas, 
nomeadamente os valores de IC50 foram de 25 nM e 1,7 µM para, respectivamente ubaína e 
PST 2238. Deste modo, parece evidente que a ubaína é tanto um inibidor como um ligando 
mais potente do que o PST 2238. Por outro lado, é interessante salientar que a actividade de 
receptor ocorre na presença de concentrações de ambos os compostos mais baixas do que as 
requeridas para inibir a actividade hidrolítica da (Na+/K+)ATPase. Por outro lado, a análise 
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comparativa dos resultados obtidos nos ensaios de competição com PST 2238 e ubaína na 
presença de diferentes concentrações de K+, que podem favorecer a adopção de diferentes 
conformações da (Na+/K+)ATPase (ver página 6), evidenciaram diferenças significativas 
relativamente ao mecanismo de ligação destes compostos à (Na+/K+)ATPase. A ligação de 
PST 2238 à (Na+/K+)ATPase parece conduzir à formação de complexos ligando – receptor 
menos estáveis do que os formados na presença de ubaína. De facto, observou-se que tanto o 
processo de associação como o de dissociação do complexo PST 2238 - (Na+/K+)ATPase é 
cerca de 131 vezes mais rápido do que no caso do complexo ubaína - (Na+/K+)ATPase (Ferrari 
et al., 1998). 
 A acção do PST 2238 como antagonista dos receptores de esteróides cardiotónicos 
((Na+/K+)ATPase) foi posteriormente confirmada em ensaios in vitro (Ferrari et al, 1998). Em 
cultura de células, a elevação da concentração de Na+ no interior das células de 140 nmol/mg 
de proteína (concentração basal) para 450 nmol/mg de proteína causou a activação máxima da 
“ bomba de Na+ e K+“. Esta actividade enzimática foi prevenida por incubação das células 
durante 5 horas com ubaína (IC50 = 70 µM), enquanto que PST2238 100 µM não causou 
qualquer efeito. Porém, o PST 2238 (0,01 pM a 1 nM) previne o efeito da ubaína, tendo sido 
verificados níveis de actividade de (Na+/K+)ATPase idênticos aos registados em condições 
controlo após 5 dias de incubação das células na presença simultânea de PST 2238 1 nM e 
ubaína 10 µM (Ferrari et al, 1998). 
 
 
2.3 Alumínio 
 
O alumínio é o metal mais abundante da crosta terrestre. O isolamento do alumínio 
puro, isto é, do décimo terceiro elemento da tabela periódica teve lugar em 1827 e é 
geralmente atribuído a Wohler. O potencial neurotóxico do alumínio foi pela primeira vez 
evidenciado durante o século XIX por Orfila (1814) e por Siem (1885) (Döllken, 1897). Na 
realidade, a utilização de compostos de alumínio como coagulantes levaram à descoberta dos 
seus efeitos neurotóxicos no homem. Em 1897, Döllken verificou que a administração 
intracraniana de tartarato de alumínio no coelho provoca degeneração celular (Döllken, 1897). 
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O primeiro envenenamento humano foi relatado na revista Lancet em 1921 (Spofforth, 1921). 
Nos nossos dias, o alumínio é usado em muitos ramos da indústria. Os compostos mais usados 
são o óxido de alumínio e o sulfato de alumínio. Desde a primeira descrição da encefalopatia 
de diálise por Alfrey e colaboradores (Alfrey et al, 1972, 1976) que o desenvolvimento desta 
doença em pacientes com insuficiência renal crónica tem sido atribuído à exposição a 
alumínio. De facto, o alumínio tem sido recorrentemente implicado no desenvolvimento de 
doenças neurodegenerativas, tais como as doenças de Alzheimer e de Parkinson (Yokel, 2000; 
Yokel et al., 2001). 
O(s) mecanismo(s) subjacentes ao(s) efeito(s) neurotóxico(s) do alumínio 
permanece(m) por esclarecer (Gonçalves & Silva, 2007). Várias têm sido as hipóteses 
avançadas para explicar as acções deletérias da exposição a alumínio a nível celular. Neste 
contexto, é curioso referir que os resultados obtidos em ensaios in vivo e in vitro sugerem 
frequentemente efeitos opostos ao nível dos mesmos alvos moleculares. No caso particular da 
(Na+/K+)ATPase tal situação parece não se verificar (Fig. 6). A actividade hidrolítica da 
(Na+/K+)ATPase sinaptossomal é inibida por AlCl3 tanto em ensaios in vitro (realizados na 
presença de concentrações submilimolares de AlCl3) como em ensaios in vivo, isto é, quando a 
actividade de (Na+/K+)ATPase foi avaliada na fracção sinaptossomal isolada a partir de ratos 
após exposição oral prolongada a AlCl3. Em ambas as abordagens experimentais, o alumínio 
impede a activação adicional da actividade de (Na+/K+)ATPase produzida pela ligação, de 
baixa afinidade, de ATP e consequente redução da actividade da (Na+/K+)ATPase. 
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Figura 6 – Efeito da exposição a alumínio na dependência da actividade da 
(Na+/K+)ATPase em função da concentração de ATP (Silva & Gonçalves , 2003). 
Explicação no texto. 
 
O efeito inibitório do alumínio na (Na+/K+)ATPase tem sido observado por vários 
investigadores (Caspers et al, 1990, 1993, 1994; Lal et al, 1993; Sarin et al, 1997a; Silva & 
Gonçalves, 2003; Silva et al, 2005). Vários mecanismos explicativos da acção inibitória do 
alumínio na (Na+/K+)ATPase foram avançados desde os anos oitenta do século XX. Parece 
consensual que a possibilidade de formação de complexos estáveis de ATP-Al3+ 
(Panchalingam et al, 1991; Rensburg et al, 1997) e consequente redução da concentração do 
substrato da enzima, o ATP-Mg2+, pode justificar o efeito inibitório causado por exposição a 
elevadas concentrações de alumínio. Porém, Caspers e colaboradores (1990, 1993, 1994) 
verificaram que a inibição por concentrações micromolares de alumínio da (Na+/K+)ATPase é 
caracterizada pela diminuição da velocidade máxima da hidrólise de ATP. Estes 
investigadores sugeriram que o alumínio promove a estabilização da (Na+/K+)ATPase na 
forma fosforilada, potenciando a ligação da ubaína à enzima, ou seja, o alumínio pode actuar 
também como inibidor reversível não competitivo da (Na+/K+)ATPase. Tal como referido 
anteriormente (pág. 8), a (Na+/K+)ATPase possui uma estrutura quaternária complexa e as 
isozimas são caracterizadas por heterogeneidade estrutural e diferem tanto na sensibilidade a 
ubaína como no padrão de expressão em diferentes órgãos e tecidos (Shamraj et al, 1991; 
Stengelin et al, 1997; Dostanic-Larson et al, 2006). Silva e colaboradores (2005) verificaram 
○ – controlo 
● – exposição in vitro a 
Alumínio 
∆ - exposição in vivo a 
Alumínio 
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que a exposição oral e prolongada a AlCl3 induz a inibição das isozimas da (Na+/K+)ATPase 
sem alterar a expressão das isoformas da subunidade catalítica α1, α2 e α3 no cérebro e α1 no 
rim. Por outro lado, o alumínio parece reduzir a actividade enzimática a concentrações 
submicromolares de ubaína (Fig. 7). A formação na membrana plasmática de estruturas 
oligoméricas constituídas por protómeros αβ parece conferir à (Na+/K+)ATPase a capacidade 
de activação adicional por altas concentrações de ATP (Maunsbach et al., 1991; Boldyrev, 
2001; Taniguchi et al., 2001; Kaplan, 2002). Por conseguinte, também foi sugerido que a 
exposição a alumínio pode causar a diminuição do grau de oligomerização da enzima, 
diminuindo o número de protómeros que constituem a estrutura oligomérica da proteína 
integrada na membrana sinaptossomal, visto que concentrações submilimolares de alumínio 
apenas impedem a activação adicional da actividade de (Na+/K+)ATPase produzida pela 
ligação, de baixa afinidade, de ATP (Fig.6 e Silva & Gonçalves, 2003). Os mecanismos 
enunciados parecem revelar aspectos complementares da acção do alumínio que podem 
contribuir para o seu efeito inibitório na actividade hidrolítica de ATP da (Na+/K+)ATPase. 
Neste contexto é importante referir que vários investigadores sugeriram que os efeitos 
induzidos por alumínio ao nível da composição lipídica e fluidez da membrana plasmática e da 
intensificação da peroxidação lipídica e proteica também podem causar a inibição da 
(Na+/K+)ATPase (Gutteridge et al, 1985; Sarin et al, 1997). 
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  A                                                      B 
  
 
Figura 7 – Efeito da exposição crónica a alumínio (●) e controlo (○),  na actividade de 
ATPase sinaptossomal (Painel – A) e renal (Painel – B)  (adaptado de Silva et al, 2005). 
Explicação no texto. 
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3- Objectivos 
 
Os sintomas clínicos da intoxicação por alumínio apontam para uma elevada 
vulnerabilidade do sistema nervoso central relativamente a este metal (Kerr & Ward, 1988). A 
acção neurotóxica do alumínio é apenas parcialmente compreendida à luz dos mecanismos 
explicativos dos seus efeitos deletérios ao nível de alguns alvos moleculares. 
Ao longo dos últimos anos tem sido observado por diversos investigadores o efeito 
inibitório do alumínio na (Na+/K+)ATPase. Sendo esta entidade molecular de elevada 
importância para o funcionamento das células nervosas (Jorgensen et al, 2003) é importante 
caracterizar e explicar a acção inibitória do alumínio na (Na+/K+)ATPase. 
Em 1997 foi sintetizado, no PRASSIS Istituto Ricerche Sigma-Tau S.p.A, um novo 
composto anti-hipertensivo, o PST 2238, cujo mecanismo de acção envolve a interacção com 
a (Na+/K+)ATPase (Quadri et al, 1997; Ferrari et al, 1998, 1999). No âmbito do presente 
trabalho, interessa salientar algumas das propriedades deste composto, nomeadamente o facto 
de ser um inibidor não competitivo da actividade hidrolítica de ATP da (Na+/K+)ATPase 
(Ferrari et al, 1998, 1999) e um antagonista dos receptores de esteróides cardiotónicos 
((Na+/K+)ATPase) capaz de competir com a ubaína na ligação à (Na+/K+)ATPase (Ferrari et al, 
1999). Pretendendo o presente trabalho contribuir para o esclarecimento do(s) mecanismo(s) 
responsáveis pelos efeitos neurotóxicos do alumínio, a disponibilização do composto PST 
2238 pelo PRASSIS Istituto Ricerche Sigma-Tau S.p.A ao nosso laboratório para realização de 
ensaios in vitro possibilitou iniciar o estudo comparativo dos efeitos do alumínio e do PST 
2238 na (Na+/K+)ATPase sinaptossomal. Os trabalhos anteriormente realizados por diversos 
investigadores (Ferrari et al, 1998, 1999; Caspers et al, 1990, 1993, 1994; Silva & Gonçalves, 
2003; Silva et al, 2007) sugerem que os efeitos de ambos os compostos na (Na+/K+)ATPase 
possuem características comuns, nomeadamente o alumínio e o PST 2238 parecem ser 
inibidores não-competitivos da actividade hidrolítica da (Na+/K+)ATPase e simultaneamente 
antagonistas da ubaína, interferindo com a ligação de alta-afinidade da ubaína à 
(Na+/K+)ATPase. Os modelos e condições experimentais usados nos estudos 
supramencionados foram diversos, nomeadamente os efeitos do PST 2238 reportam-se à 
(Na+/K+)ATPase purificada a partir da medula renal de cão, enquanto que os do alumínio 
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foram maioritariamente descritos usando a fracção sinaptossomal preparada a partir de córtex 
cerebral de rato. Por conseguinte, o principal objectivo do presente trabalho consistiu em 
verificar se o PST 2238 é um inibidor da actividade hidrolítica da (Na+/K+)ATPase presente na 
fracção sinaptossomal preparada a partir de córtex cerebral de rato. 
O PST 2238 é um composto de baixa solubilidade em meio aquoso, pelo que 
inicialmente se procedeu ao estudo do efeito do solvente utilizado, dimetilsulfóxido (DMSO), 
na actividade hidrolítica de ATP da (Na+/K+)ATPase. Em virtude do PST 2238 competir com 
a ubaína na ligação para os locais de ligação presentes na (Na+/K+)ATPase renal de cão e 
sendo a ubaína usada para distinguir a actividade de (Na+/K+)ATPase das demais actividades 
hidrolíticas de ATP presentes na fracção sinaptossosmal, procedeu-se também à verificação da 
viabilidade de utilização de ubaína como inibidor selectivo na medição da actividade da 
(Na+/K+)ATPase na presença de PST 2238. O efeito do PST 2238 na actividade hidrolítica da 
(Na+/K+)ATPase presente na fracção sinaptossomal preparada a partir de córtex cerebral de 
rato foi estudado em ensaios de actividade enzimática na ausência e na presença de 
concentrações crescentes do composto. Finalmente, foram ainda realizados alguns ensaios 
preliminares de actividade enzimática na presença simultânea de PST 2238 e AlCl3 para 
despiste de relações de sinergismo, potenciação ou antagonismo entre os efeitos causados por 
estes dois compostos na actividade de (Na+/K+)ATPase de sinaptossomas isolados a partir do 
córtex cerebral de rato. 
 
  
 
 
II – Material e Métodos 
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1 - Soluções 
 
 Os meios de reacção utilizados nos ensaios foram preparados a partir de soluções 
de reserva obtidas por dissolução dos respectivos reagentes para fins analíticos em água 
desionizada. O ATP, na forma de sal de magnésio, foi dissolvido em água desionizada e o 
pH ajustado a 7,4 com Tris. As soluções de reserva de Mg-ATP e de ubaína foram 
conservadas a -20ºC, enquanto que as soluções de AlCl3 e de PST 2238 foram preparadas 
diariamente por dissolução dos compostos em, respectivamente, água desionizada e meio 
de reacção contendo DMSO a 10%. 
 
 
2 - Preparação do Material Biológico 
 
 A fracção sinaptossomal foi obtida a partir do córtex cerebral de ratos machos 
adultos, segundo o método descrito por Hájos (1975) e modificado por Carvalho e 
Carvalho (1979).  
Os ratos Wistar, fornecidos pela Harlan Inerfauna Ibérica, S.L, foram mantidos em 
gaiolas numa câmara “Flufrance – A 130SN – Rech” com humidade (50±10%) e 
temperatura (20±1ºC) controladas. Os animais foram alimentados ad libitum com ração 
“Panlab AO4” e água potável. 
 Os ratos foram sacrificados por distensão cervical, seguida de decapitação. Após 
remoção do cerebelo, o cérebro foi dissecado segundo o sulco inter-hemisférico para 
permitir a ablação das regiões hipocampais e estreadotalâmicas, bem como para facilitar a 
separação das meninges e massa branca. 
 O tecido obtido foi fragmentado e homogeneizado em nove volumes de sacarose 
0,32 M e HEPES-Tris 10 mM a pH 7,4. As homogeneizações foram efectuadas num 
homogeneizador de vidro do tipo “Potter-Elvejhem” com pistão de Teflon, rodando a 600 
rotações por minuto. Estas operações foram realizadas à temperatura de 0 a 4 ºC. 
 O homogeneizado de córtex cerebral foi submetido a uma série de centrifugações 
diferenciais sempre à temperatura de 4ºC. A primeira centrifugação foi realizada a 1.500xg 
durante 10 minutos. O sedimento obtido foi desprezado, em virtude de ser essencialmente 
constituído por células intactas, glóbulos vermelhos e núcleos. O sobrenadante da 
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centrifugação anterior foi centrifugado a 9.000xg durante 20 minutos. O sedimento, que 
contem a fracção sinaptossomal não purificada, após ressuspensão em sacarose 0,32 M e 
HEPES-Tris 10 mM a pH 7,4, foi aplicado sobre uma coluna de sacarose 0,8 M 
previamente preparada nos tubos de centrifugação. Após centrifugação (9.000xg durante 
20 minutos) em gradiente descontínuo de sacarose, a fracção sinaptossomal encontra-se 
dispersa na camada de sacarose 0,8 M. Esta fracção foi recolhida, diluída em igual volume 
de água desionizada e centrifugada a 20.000xg durante 30 minutos. Por fim, procedeu-se à 
ressuspensão do sedimento resultante em sacarose 0,32 M e HEPES-Tris 10 mM a pH 7,4. 
As fracções sinaptossomais obtidas foram congeladas e mantidas a -80 ºC até utilização. 
 
 
3 – Determinação da concentração de proteína 
 
A determinação da concentração de proteína das preparações de sinaptossomas foi 
efectuada segundo o método colorimétrico descrito por Layne (1957). 
Para quantificar a concentração proteica das amostras, as reacções do biureto foram 
sempre efectuadas paralelamente com alíquotas das fracções sinaptossomais e com padrões 
de albumina sérica bovina (10 e 20 mg de proteína/ml). Alíquotas (50 µl) e padrões foram 
solubilizados com 50 µl de SDS a 10 % e a reacção colorimétrica foi iniciada com a adição 
de 2 ml de reagente de biureto (sulfato de cobre hidratado a 0,15 %, tartarato de sódio e 
potássio a 0,6 %, hidróxido de sódio a 3 % e iodeto de potássio a 0,1 %). As reacções 
decorreram durante 15 minutos. As absorvências foram determinadas ao comprimento de 
onda de 540 nm num espectrofotómetro UV/VIS “Perkin-Elmer, modelo Lambda 14P”. 
 Os valores de concentração de proteína das amostras foram obtidos por 
interpolação após traçado da recta de calibração. 
 
 
4 – Determinação da actividade de ATPase 
 
 Os ensaios de actividade de ATPase da fracção sinaptossomal decorreram a 35ºC 
em banho seco, com agitação constante. Alíquotas da fracção sinaptossomal (concentração 
final de 1 mg de proteína/ml) foram adicionadas aos meios de reacção contendo NaCl 128 
 Material e Métodos 
 
 
 25 
mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, EGTA 0,1 mM e HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) e 
suplementados com as substâncias testadas na concentração desejada. As reacções foram 
iniciadas após 15 minutos de incubação pela adição de Mg-ATP 1 mM (concentração 
final). Decorridos 5 minutos, as reacções foram finalizadas pela adição de 250 µl de TCA a 
20 % arrefecido e posterior colocação dos tubos em gelo. Os sobrenadantes, colectados 
após centrifugação a 3000 rpm durante 5 minutos, foram utilizados para quantificação do 
fosfato inorgânico produzido durante a reacção enzimática, segundo o método descrito por 
Bartlett (1959). 
 As reacções colorimétricas, iniciadas pela adição de reagente de molibdato (sulfato 
ferroso a 5 % e molibdato de amónio a 1 % preparado em H2SO4 1N), decorreram durante 
15 minutos à temperatura ambiente. Soluções de KH2PO4, de concentração conhecida, 
foram processadas em simultâneo para obtenção da recta de calibração. As absorvências 
foram determinadas ao comprimento de onda de 600 nm num espectrofotómetro UV/VIS 
“Perkin-Elmer, modelo Lambda 14P”. Os valores de concentração de fosfato inorgânico 
das amostras foram obtidos por interpolação após traçado da recta de calibração. 
 A actividade de Na+/K+-ATPase foi distinguida das demais actividades hidrolíticas 
de ATP com recurso ao seu inibidor selectivo, a ubaína.  
 
 
5 – Análise de dados 
 
 Os resultados apresentados representam a média ± o erro padrão da média do 
número de experiências (n) indicado nas legendas das respectivas figuras. A comparação 
entre grupos de médias dos tratamentos foi efectuada pelo teste t de Student. As diferenças 
foram consideradas significativas para um nível de significância de p ≤ 0,05. 
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O principal objectivo deste trabalho consistiu em verificar se o PST 2238 é um 
inibidor da actividade hidrolítica da (Na+/K+)ATPase presente na fracção sinaptossomal 
preparada a partir de córtex cerebral de rato. Para o efeito, foram utilizados, após 
congelamento em azoto líquido e descongelamento à temperatura ambiente, sinaptossomas 
isolados a partir de córtex cerebral de ratos Wistar, um modelo experimental muito usado 
em neurotoxicologia. Sinaptossoma é a designação dada à fracção subcelular constituída 
pelo terminal pré-sináptico intacto que, por possuir certo grau de autonomia metabólica, 
funciona como uma “mini-célula” durante algum tempo após o seu isolamento (Nicholls, 
1989). O centro catalítico da (Na+/K+)ATPase não é acessível ao ATP extracelular, pois a 
membrana pré-sináptica é impermeável a ATP e o local de ligação deste substrato 
encontra-se exposto ao espaço intracelular. Por conseguinte, procedeu-se à prévia 
permeabilização da membrana sinaptossomal por congelamento/descongelamento, o que 
permite quantificar a actividade hidrolítica de ATP pela fracção sinaptossomal em 
condições de concentração inicial de ATP controladas. Os ensaios de actividade de 
(Na+/K+)ATPase foram realizados de acordo com metodologia já anteriormente utilizada 
no laboratório . Nas condições experimentais usadas neste trabalho, a actividade hidrolítica 
de ATP da fracção sinaptossomal é constante durante o tempo de reacção (5 min) e 
directamente proporcional à concentração de proteína da preparação biológica no meio de 
reacção (0,1 mg de proteína/ml). 
Tal como se pode observar na Fig. 8, na presença da concentração de Mg-ATP 
saturante (1 mM), a percentagem de actividade hidrolítica de ATP da fracção 
sinaptossomal não inibida por ubaína (1 mM) permaneceu praticamente inalterada quando 
a concentração deste inibidor selectivo da (Na+/K+)ATPase no meio de reacção 
quintuplicou (5 mM). Tanto a actividade hidrolítica de ATP da fracção sinaptossomal (406 
± 36 nmol Pi / min / mg de proteína ; n = 28) como a percentagem desta actividade não 
inibida por ubaína 1 mM (63 ±  3 %; n =14) ou por ubaína 5 mM (60 ±  3 %; n = 14) são 
concordantes com os obtidos em trabalhos anteriores (Silva & Gonçalves, 2003). Por outro 
lado, não foram observadas diferenças significativas (p = 0.4589) nas percentagens de 
inibição da actividade hidrolítica de ATP na presença das duas concentrações testadas, 
respectivamente 1 mM e 5 mM. Por conseguinte, a actividade da (Na+/K+)ATPase foi 
calculada como a diferença entre a actividade de ATPase na ausência e na presença de 
ubaína 1 mM, e esta concentração de ubaína foi usada em todos os ensaios posteriores. 
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Figura 8 – A actividade ATPásica sinaptossomal é inibida por ubaína 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 15 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 3 mM, 
EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) na ausência e na presença de ubaína 1 mM e 
5 mM. As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP (concentração final no meio 
de reacção igual a 1 mM). A reacção foi finalizada após 5 minutos com a adição de TCA a 
20% e o Pi foi quantificado tal como descrito em “Materiais e métodos”. Os valores, em 
percentagem da actividade ATPásica total, são apresentados como a média ± o erro padrão 
de 14 determinações independentes. 
 
 
1 - A actividade da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal não é alterada na presença de 
DMSO a 5 % 
 
 O PST 2238 é um composto praticamente insolúvel em soluções aquosas como as 
utilizadas para avaliar a actividade de (Na+/K+)ATPase. De acordo com as informações 
fornecidas pelo laboratório PRASSIS Istituto Ricerche Sigma-Tau S.p.A, este composto 
deve ser inicialmente solubilizado em DMSO e posteriormente diluído em meio salino. 
 O DMSO (C2H6SO ) é um solvente orgânico de elevada capacidade hidroscópica, 
pois possui elevada afinidade pelo hidrogénio, formando pontes mais fortes que as 
formadas entre moléculas de água. O DMSO pode interagir com várias biomoléculas, 
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nomeadamente com as proteínas e alterar a sua configuração molecular. A 
(Na+/K+)ATPase é uma enzima cuja actividade é alterada por DMSO (Chiou & Vesely, 
1995). Por conseguinte, a actividade hidrolítica de ATP foi quantificada na presença de 
DMSO a 5%, que corresponde à concentração máxima de DMSO presente no meio de 
reacção em consequência da sua utilização como solvente do PST 2238. 
Como se pode observar na Fig. 9, a actividade ATPásica na ausência e na presença 
de ubaína é muito semelhante, tanto no meio com DMSO como no meio sem DMSO. Na 
ausência de ubaína, a actividade enzimática registada foi de 408 ± 34 nmol Pi/min/mg de 
proteína em meio sem DMSO (n = 11) e de 401± 35 nmol Pi/min/mg de proteína em meio 
com DMSO (n = 6). Na presença de ubaína, os valores obtidos foram, respectivamente, 
228 ± 33 nmol Pi/min/mg de proteína em meio sem DMSO (n = 11) e de 231 ± 15 nmol 
Pi/min/mg de proteína em meio com DMSO (n = 6).   
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Figura 9 -  O DMSO a 5 % não altera a actividade ATPásica sinaptossomal. 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 15 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 3 mM, 
EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) na ausência (■) e na presença (□) de ubaína 1 
mM e em meio sem e com DMSO a 5%. As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-
ATP (concentração final no meio de reacção igual a 1 mM). A reacção foi finalizada após 
5 minutos com a adição de TCA a 20% e o Pi foi quantificado tal como descrito  em 
“Materiais e métodos”. Os valores da actividade ATPásica são expressos em nmol 
Pi/min/mg de proteína e são apresentados como a média ± o erro padrão de 11 
determinações independentes em meio sem DMSO e 6 determinações independentes em 
meio com DMSO. 
 
 
 
2 - O PST 2238 inibe a (Na+/K+)ATPase sinaptossomal 
 
 De acordo com os estudos realizados por Ferrari e colaboradores (Ferrari et al, 
1998) numa preparação de (Na+/K+)ATPase purificada a partir da medula renal de cão, o 
PST 2238 é um antagonista selectivo da ubaína. No nosso trabalho a ubaína foi usada para 
discriminar a actividade de (Na+/K+)ATPase das demais actividades hidrolíticas de ATP 
presentes na fracção sinaptossomal. Por conseguinte, primeiramente foi realizado um 
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conjunto de ensaios para verificar se o PST 2238 interferia com a inibição da 
(Na+/K+)ATPase por ubaína 1 mM. 
 Na fig. 10 está representada a actividade ATPásica insensível à ubaína na ausência 
e na presença de PST 2238 90 µM. Esta concentração corresponde à concentração de PST 
2238 mais elevada das utilizadas nos ensaios devido à reduzida solubilidade do composto 
no meio de reacção. 
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Figura 10 - O PST 2238 não altera a actividade ATPásica sinaptossomal na presença 
de ubaína 1 mM. 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 15 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 3 mM, 
EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) e ubaína 1mM na ausência (■) e na presença 
(□) de PST 2238 90 µM. As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP 
(concentração final no meio de reacção igual a 1 mM). A reacção foi finalizada após 5 
minutos com a adição de TCA a 20% e o Pi foi quantificado tal como descrito em 
“Materiais e métodos”. Os valores da actividade da ATPase na presença de ubaína são 
expressos em nmol Pi/min/mg de proteína e são apresentados como a média ± o erro 
padrão de 27 determinações independentes. 
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 A actividade ATPásica sinaptossomal registada na presença de ubaína 1 mM 
(240±16 nmol Pi/min/mg de proteína; n = 27) permaneceu inalterada (p = 0.8745) quando 
os ensaios foram realizados na presença simultânea de ubaína 1 mM e PST 2238 90 µM 
(244±12 nmol Pi/min/mg de proteína; n = 27). Nas condições experimentais usadas, o PST 
2238 não parece antagonizar a inibição da (Na+/K+)ATPase por ubaína 1 mM, tal como se 
pode observar na Fig. 11.  
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Figura 11 – O PST 2238 não modifica a inibição máxima da ATPase sinaptossomal 
por ubaína. 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 15 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 3 mM, 
EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) e ubaína 1mM na ausência (■) e na presença 
(□) de PST 2238 90 µM. As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP 
(concentração final no meio de reacção igual a 1 mM). A reacção foi finalizada após 5 
minutos com a adição de TCA a 20% e o Pi foi quantificado tal como descrito em 
“Materiais e métodos”. Os valores da inibição por ubaína são expressos em percentagem 
relativamente ao respectivo controlo (ausência de ubaína e de PST 2238) e são 
apresentados como a média ± o erro padrão de 15 determinações independentes. 
 
Os ensaios de actividade enzimática renal revelaram que a ubaína inibe a hidrólise 
de ATP pela (Na+/K+)ATPase para concentrações superiores a 1 nM, sendo caracterizada 
por um valor de IC50 de 25 nM e IC95 de 1 µM (Ferrari et al, 1998). Relativamente ao PST 
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2238 verificou-se que também este composto é um inibidor da actividade hidrolítica de 
ATP da (Na+/K+)ATPase, sendo o seu efeito inibitório caracterizado por um valor de IC50 
de 25 µM (Ferrari et al, 1998). No que respeita a interacção ligando-receptor, os ensaios de 
competição foram efectuados com recurso ao isótopo radioactivo de ubaína, 3H-ubaína 
(Ferrari et al, 1998). Este estudo revelou que o PST 2238 é um antagonista de ubaína, isto 
é, também se liga ao receptor de esteróides cardiotónicos ((Na+/K+)ATPase). À semelhança 
do anteriormente descrito relativamente ao efeito dos dois compostos na actividade 
hidrolítica de ATP da (Na+/K+)ATPase, também as concentrações necessárias para reduzir 
em 50% a ligação de 3H-ubaína à (Na+/K+)ATPase são distintas, nomeadamente os valores 
de IC50 foram de 25 µM e 1,7 µM para, respectivamente PST 2238 e ubaína. Deste modo, 
parece evidente que a ubaína é tanto um inibidor como um ligando mais potente do que o 
PST 2238. Por outro lado, a análise comparativa dos resultados obtidos nos ensaios de 
competição com PST 2238 e ubaína na presença de diferentes concentrações de K+, que 
podem favorecer a adopção de diferentes conformações da (Na+/K+)ATPase (ver página 6), 
evidenciaram diferenças significativas relativamente ao mecanismo de ligação destes 
compostos à (Na+/K+)ATPase. A ligação de PST 2238 à (Na+/K+)ATPase parece conduzir 
à formação de complexos ligando – receptor menos estáveis do que os formados na 
presença de ubaína. De facto, observou-se que tanto o processo de associação como o de 
dissociação do complexo PST 2238 - (Na+/K+)ATPase é cerca de 131 vezes mais rápido do 
que no caso do complexo ubaína - (Na+/K+)ATPase (Ferrari et al., 1998). Porém, o PST 
2238 (0,01 pM a 1 nM) parece também prevenir o efeito da ubaína 1 nM na actividade de 
(Na+/K+)ATPase após incubação prolongada de culturas celulares na presença de ambos os 
compostos (Ferrari et al, 1998). O PST 2238 tem a capacidade de, selectivamente, remover 
a ubaína da (Na+/K+)ATPase in vitro em concentrações micromolares.  
 
 Os resultados obtidos sugerem que, à semelhança do anteriormente estabelecido 
para a (Na+/K+)ATPase renal, o PST 2238 não antagoniza a inibição da (Na+/K+)ATPase 
sinaptosssomal por concentrações milimolares de ubaína. 
 
 O PST 2238, para além de deslocar a ubaína dos locais ligação de alta afinidade 
presentes na (Na+/K+)ATPase renal (IC50 = 1,7 µM), também inibe a sua actividade 
hidrolítica de ATP quando presente em concentrações mais elevadas (IC50 = 25 µM) 
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(Ferrari et al, 1998). O gráfico apresentado na Fig. 12 mostra o efeito de concentrações 
crescentes de PST 2238 na actividade da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal. 
 
    
 
Figura 12 – A inibição da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal por PST 2238 é dependente 
de concentração. 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 15 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 3 mM, 
EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) e concentrações crescentes de PST 2238 
(5*10-10 - 9*10-5M) (●-●). As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP 
(concentração final no meio de reacção igual a 1 mM). A reacção foi finalizada após 5 
minutos com a adição de TCA a 20% e o Pi foi quantificado tal como descrito em 
“Materiais e métodos”. Simultaneamente foram também realizados ensaios na ausência de 
PST 2238 tanto na ausência como na presença de ubaína 1 mM. A linha a tracejado 
representa a percentagem de actividade ATPásica insensível a ubaína. Os valores da 
actividade ATPásica são expressos em percentagem relativamente ao respectivo controlo 
(ausência de ubaína e de PST 2238) e são apresentados como a média ± o erro padrão de 8 
determinações independentes. **** p< 0,001; ** p< 0,02. 
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 Na gama de concentrações testadas (0,5 nM - 90 µM) o PST 2238 reduziu a 
actividade ATPásica sinaptossomal duma maneira dependente de concentração. Esta 
redução de actividade enzimática foi interpretada como reflectindo a acção inibitória do 
PST 2238 na (Na+/K+)ATPase, visto que este composto não parece interferir com a 
inibição da (Na+/K+)ATPase sinaptosssomal por concentrações milimolares de ubaína 
(Figs. 10 e 11). Para concentrações de PST 2238 superiores a 60 µM foi observado um 
efeito inibitório máximo (70 %) da (Na+/K+)ATPase, já que aumentando a concentração do 
composto 1,67 vezes (100 µM) não se verificou aumento do grau de inibição da actividade 
enzimática (63 %; n = 3). A dependência da inibição da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal 
por PST 2238 parece ser bifásica. Na gama de concentrações inferiores a 50 nM registou-
se um decréscimo mais acentuado da actividade da (Na+/K+)ATPase. De facto, na presença 
de PST 2238 50 nM o efeito inibitório observado (30%) corresponde a ~ 43% do efeito 
inibitório máximo (70 %) registado para concentrações superiores a 60 µM. Curiosamente, 
não se verificou grande alteração do grau de inibição da (Na+/K+)ATPase na gama de 
concentrações entre 50 nM (30 % de inibição) e 5 µM (35 % de inibição). Por outro lado, 
para concentrações de PST 2238 superiores a 5 µM voltou a ser observado um decréscimo 
da actividade da (Na+/K+)ATPase em função da concentração do composto, mas menos 
acentuado do que o registado na gama de concentrações inferiores a 50 nM. Os resultados 
obtidos sugerem que o efeito inibitório do PST 2238 na (Na+/K+)ATPase sinaptossomal é 
mediado por ligação do PST 2238 à (Na+/K+)ATPase com afinidades diferentes. 
 Tal como referido anteriormente, o PST 2238 inibe a (Na+/K+)ATPase renal apenas 
para concentrações superiores a 10 µM, sendo este efeito caracterizado por um valor de 
IC50 igual a 25 µM (Ferrari et al, 1998). Por outro lado, o grau de inibição máximo 
determinado experimentalmente por Ferrari e colaboradores (1998) é de ~ 65% e foi obtido 
na presença de PST 2238 100 µM. Por conseguinte, a análise comparativa dos resultados 
obtidos relativamente ao efeito do PST 2238 na (Na+/K+)ATPase renal e sinaptossomal 
parecem indicar que sensibilidade da (Na+/K+)ATPase presente nestas preparações é 
distinta. O efeito inibitório do PST 2238 na gama de concentrações inferiores a 5 µM 
apenas foi observável na (Na+/K+)ATPase sinaptossomal. Esta diferença poderá, 
eventualmente, ser justificada pela diferente composição em isozimas das duas preparações 
biológicas. 
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 A (Na+/K+)ATPase renal é caracterizada por só possuir a isoforma α1 da 
subunidade catalítica (Ferrari et al, 1998), o que contribui para que esta isozima possua 
uma sensibilidade a ubaína reduzida. Pelo contrário, a (Na+/K+)ATPase sinaptossomal tem 
na sua constituição as três isoformas α1, α2, e α3 que apresentam sensibilidades diferente à 
ubaína, sendo a mais sensível a α3 e a menos sensível a α1 (Silva et al, 2005). 
 
3 – Efeito do alumínio na inibição da (Na+/K+)ATPase por PST 2338 
 
 A (Na+/K+)ATPase sinaptossomal é inibida por AlCl3, como se pode observar na 
Fig. 13. A inibição por AlCl3 na gama de concentrações submilimolares é apenas parcial e 
requer elevadas concentrações de ATP. Na presença de Mg-ATP 500 µM, que corresponde 
à concentração de substrato saturante, a actividade da (Na+/K+)ATPase é inibida 
maximamente (~ 60 %) para concentrações de AlCl3 superiores a 150 µM. 
 
 
 
 
Figura 13 – Efeito da exposição in vitro a alumínio na actividade da (Na+/K+)ATPase 
sinaptossomal (adaptado de Silva & Gonçalves, 2003). 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 5 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 10 mM, 
EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) na ausência e na presença de concentrações 
crescentes de AlCl3 (0-300 µM). As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP de 
forma a obter uma concentração final de 500 µM (○) ou de 5 µM (●). As reacções foram 
finalizadas após 5 minutos e a actividade da (Na+/K+)ATPase foi quantificada tal como 
descrito em “Materiais e métodos”. Os valores da actividade da (Na+/K+)ATPase são 
expressos em percentagem e são apresentados como a média ± o erro padrão de 6 
determinações independentes. *p < 0,01. 
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Os resultados obtidos neste trabalho (Fig. 12) e em trabalhos anteriores (Ferrari et 
al, 1998; Silva & Gonçalves, 2003; Silva et al., 2005) permitem afirmar que o PST 2238 e 
o alumínio são inibidores da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal. Curiosamente, ambos os 
compostos, na gama de concentrações usadas, apenas inibem parcialmente esta actividade 
enzimática, respectivamente ~70 % ([PST 2238] > 60 µM) e ~60% ([AlCl3] > 150 µM). 
Por outro lado, a exposição in vivo a alumínio promove inibição da (Na+/K+)ATPase 
sinaptossomal e renal (Silva & Gonçalves, 2003). Silva e colaboradores (2005) observaram 
que a diminuição da actividade de (Na+/K+)ATPase induzida por exposição in vivo a AlCl3 
é assegurada pela inibição parcial das isozimas que contêm as subunidades catalíticas α1, 
α2 e α3, ocorrendo redução da sensibilidade da actividade enzimática a concentrações 
submicromolares de ubaína. Tal como referido anteriormente, o PST 2238, desloca a 
ubaína dos locais ligação de alta afinidade presentes na (Na+/K+)ATPase renal (Ferrari et 
al, 1998). Em suma, nas condições experimentais usadas neste estudo os efeitos inibitórios 
de ambos os compostos na (Na+/K+)ATPase parecem possuir características comuns, 
nomeadamente a promoção de inibição parcial da actividade hidrolítica da 
(Na+/K+)ATPase e a interferência com a ligação de alta-afinidade da ubaína à 
(Na+/K+)ATPase. O estabelecimento de relações de sinergismo, potenciação ou 
antagonismo entre os efeitos causados por PST 2238 e AlCl3 na actividade de 
(Na+/K+)ATPase sinaptossomal permitirá a formulação de novas hipóteses explicativas 
do(s) mecanismo(s) de acção neurotóxica do alumínio. O mecanismo de acção do PST 
2238 como agente anti-hipertensivo tem vindo a ser caracterizado como capaz de 
antagonizar o aumento da pressão sanguínea e a actividade da (Na+/K+)ATPase renal, em 
condições de hipertensão, induzida pela exposição crónica a doses reduzidas de ubaína 
(Ferrari et al, 1998). 
 
 Como se pode observar na Fig. 14 e à semelhança do PST 2238 (Figs. 10 e 11), 
também AlCl3 300 µM não modificou a sensibilidade da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal a 
ubaína 1 mM nas condições experimentais usadas. Esta concentração de AlCl3 corresponde 
à concentração utilizada nos ensaios subsequentes por garantir a observação do efeito 
inibitório máximo da actividade de (Na+/K+)ATPase na gama de concentrações 
submilimolares (Fig. 13 e Silva & Gonçalves, 2003). Também nesta série de ensaios, a 
percentagem de actividade ATPásica sinaptossomal insensível a ubaína 1 mM (67 ± 5 %;  
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n = 6) permaneceu inalterada (p = 0.9926) quando AlCl3 300 µM foi adicionado ao meio 
de reacção (66 ± 4 %; n = 6). 
 
 
Figura 14 - O AlCl3 não modifica a inibição máxima da ATPase sinaptossomal por 
ubaína. 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 15 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo NaCl 128 mM, KCl 5 mM, MgCl2 3 mM, 
EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) e ubaína  1mM na ausência (■) e na presença 
(□) de AlCl3 300 µM. As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP (concentração 
final no meio de reacção igual a 1 mM). A reacção foi finalizada após 5 minutos com a 
adição de TCA a 20% e o Pi foi quantificado tal como descrito em “Materiais e métodos”. 
Os valores da inibição por ubaína são expressos em percentagem relativamente ao 
respectivo controlo (ausência de ubaína e de AlCl3) e são apresentados como a média ± o 
erro padrão de 6 determinações independentes. 
 
 
 Na Fig. 15 são apresentados os resultados dos ensaios de actividade de 
(Na+/K+)ATPase sinaptossomal realizados na presença simultânea de AlCl3 300 µM e PST 
2238 (0,5 nM – 60 µM). Na gama de concentrações de PST 2238 de 0,5 nM a 500 nM a 
actividade da (Na+/K+)ATPase manteve-se constante. É de salientar que, apesar de não ter 
sido observada uma dependência da diminuição da actividade enzimática em função da 
concentração de PST 2238 nesta gama de concentrações, a actividade de (Na+/K+)ATPase 
registada foi reduzida. Na presença de AlCl3 300 µM a actividade ATPásica sensível a 
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ubaína 1 mM ((Na+/K+)ATPase) correspondeu apenas a ~ 25 % da actividade ATPásica 
total presente na fracção sinaptossomal. Tal como referido anteriormente (pág. 27), nas 
nossas condições experimentais controlo, isto é, na ausência de AlCl3 e PST 2238, ~ 40% 
da actividade ATPásica total ((Na+/K+)ATPase) é sensível a ubaína 1 mM. Por 
conseguinte, a não observância da dependência de concentração de PST 2238 até 500 nM 
da inibição da (Na+/K+)ATPase quando AlCl3 foi adicionado ao meio de reacção poderá 
ser interpretada como reflectindo a acção inibitória do alumínio na (Na+/K+)ATPase. De 
facto, concentrações de AlCl3 superiores a 150 µM promovem o seu efeito inibitório 
máximo (~60 %) enquanto que, na ausência de AlCl3, o mesmo grau de redução da 
actividade enzimática só foi atingido para concentrações de PST 2238 superiores a 25 µM 
(Fig. 12). A dependência de concentração do efeito inibitório do PST 2238 na 
(Na+/K+)ATPase foi claramente observada para concentrações do composto superiores a 
15 µM mesmo na presença de AlCl3 300 µM. O reduzido número de ensaios e condições 
testadas não permitem esclarecer qual a natureza (sinergismo ou adição) do efeito 
combinado dos dois inibidores. 
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Figura 15 – O AlCl3 modifica a dependência de concentração da inibição da 
(Na+/K+)ATPase sinaptossomal por PST 2238. 
 
Os sinaptossomas (0,1 mg de proteína/ml) foram incubados durante 15 minutos à 
temperatura de 35 ºC, num meio contendo AlCl3 300 µM, NaCl 128 mM, KCl 5 mM, 
MgCl2 3 mM, EGTA 0,1 mM, HEPES-Na 10 mM (pH 7,4) e concentrações crescente de 
PST 2238 (5*10-10 - 6*10-5 M). As reacções foram iniciadas pela adição de Mg-ATP  
(concentração final no meio de reacção igual a 1 mM). A reacção foi finalizada após 5 
minutos com a adição de TCA a 20% e o Pi foi quantificado tal como descrito  em 
“Materiais e métodos”. Simultaneamente foram também realizados ensaios na ausência de 
PST 2238 tanto na ausência como na presença de ubaína 1 mM e de AlCl3 300 µM. A 
linha a tracejado representa a percentagem de actividade ATPásica insensível a ubaína. Os 
valores da actividade ATPásica são expressos em percentagem relativamente ao respectivo 
controlo (ausência de ubaína, de AlCl3 e de PST 2238) e são apresentados como a média ± 
o erro padrão de 4 determinações independentes. A figura 12 (gráfico incluso) é novamente 
apresentada para facilitar a comparação do efeito do PST 2238 na (Na+/K+)ATPase na 
ausência e na presença de AlCl3. 
 
 
50
60
70
80
90
100
-10 -9 -8 -7 -6 -5 -4 -3
LOG [PST2238] (M)
A
ct
iv
id
a
de
 
A
TP
ás
ic
a
(%
 
do
 
co
n
tr
o
lo
)
Na+/K+-ATPase
A
ct
iv
id
a
de
 
A
TP
ás
ic
a
 
(%
 
do
 
co
n
tr
o
lo
) 
  
 
 
IV - Conclusões 
 
 
Conclusões 
 
 
45 
 
Os resultados deste trabalho permitiram retirar as seguintes conclusões relativas ao 
efeito do PST 2238 na actividade da (Na+/K+)ATPase, presente nos terminais nervosos 
isolados (sinaptossomas) a partir do córtex cerebral do rato. 
 
• O PST 2238 inibe parcialmente a (Na+/K+)ATPase sinaptossomal sem 
alterar a  actividade enzimática a concentrações milimolares de ubaína. 
 • Para concentrações superiores a 60 µM foi observado o efeito inibitório 
máximo, que corresponde a uma redução da actividade enzimática de 70 %. 
 • O efeito inibitório é dependente de concentração e exibe um “plateau” 
intermédio na gama de concentrações de 50 nM a 5 µM. 
• A inibição da (Na+/K+)ATPase sinaptossomal por PST 2338 é alterada por 
alumínio. A presença de AlCl3 300 µM, promove apenas a inibição parcial da actividade 
enzimática, a dependência de concentração do efeito inibitório do PST 2238 na 
(Na+/K+)ATPase sinaptossomal só foi observada para concentrações do composto 
superiores a 5 µM. 
 
 Os resultados obtidos sugerem que a (Na+/K+)ATPase sinaptossomal é mais 
sensível a PST 2238 do que a (Na+/K+)ATPase renal, visto que esta actividade enzimática 
foi significativamente reduzida por PST 2238 50 nM quando avaliada em sinaptossomas, 
enquanto que uma concentração 100 vezes superior parece ser necessária para provocar a 
diminuição da actividade de (Na+/K+)ATPase renal (Ferrari et al, 1998). Por outro lado, os 
ensaios preliminares em que o efeito da combinação dos dois inibidores da 
(Na+/K+)ATPase (PST 2238 e AlCl3) foi avaliado, realçaram o potencial do PST 2238 
como ferramenta farmacológica no estudo do envolvimento da (Na+/K+)ATPase no(s) 
mecanismo(s) de acção neurotóxica do alumínio.  
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